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Wiązanie (4C)-Bromfenwinfosu z białkami surowicy krwi szczura i psa 
Caa3biBańne (4C)-BpomcbeHBuHcpoca c OeJlIkaMM CbIBOPOTKM KPOBM KDbICHI M COGAKN 


Binding of (4C)-Bromfenwinfos with Rat and Dog Serum Proteins 


Zastosowanie oraz znaczenie toksykologiczne związków fosforoorganicznych 
wśród innych grup pestycydów w ostatnim czasie stale wzrasta. Przyczyną tego 
są ich duże walory użytkowe, silny efekt działania oraz krótki okres trwałości. 
Związki te w większości są silnymi truciznami, a wprowadzone w nadmiernej ilości 
do środowiska stwarzają potencjalne niebezpieczeństwo zatrucia. 

Przedmiotem opisanych badań był nowy insektycyd fosforoorganiczny o naz- 
wie Bromfenwinfos (IPO-62), którego synteza została opracowana przez Instytut 
Przemysłu Organicznego w Warszawie (10). Substancją aktywną tego preparatu jest 
2-bromo-1-(2,4-dwuchlorofenylo)-winylo-dwuetylofosforan, wykazujący wysoką ak- 
tywność owadobójczą wobec różnych bioindykatorów, zwłaszcza zaś stonki ziemnia- 
czanej (1, 3, 7). 3 

W przeprowadzonych badaniach nad dynamiką wchłaniania Bromfenwinfosu 
stwierdzono stosunkowo długi okres występowania tego związku we krwi szczura 
po dożołądkowej aplikacji, wskazujący na jego wiązanie się z białkami krwi (8). 


Celem niniejszej pracy było stwierdzenie i określenie stopnia wiąza- 
nia się (4C)-Bromfenwinfosu z białkami surowicy krwi szczura i psa 
w warunkach in vitro przy zastosowaniu metody dializy wyrównawczej. 


MATERIAŁ I METODYKA BADAŃ 


1. Surowica krwi 


Do doświadczeń użyto połączoną surowicę krwi od 25 szczurów samców rasy 
Wistar (c.c. 180—220 g) i od 3 psów suk bezrasowych w wieku ok. 2 lat (c.c. ok. 5 kg). 
Krew. od szczurów pobierano przez nacięcie tętnicy szyjnej, od psów z żyły jarz- 
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mowej. Elementy morfotyczne krwi oddzielano przez odwirowanie z szybkością 
3000 obr./min. w czasie 10 min. Zawartość białka całkowitego w surowicy oznaczano 
metodą Lovry (8). Połączone surowice przechowywano w temp. —207C. 


2 Bromtenwinfos 


Stosowano Bromfenwinfos znaczony węglem “C w ugrupowaniu winylowym 
o aktywności właściwej 4,39 mC/g produkcji Instytutu Chemii Radiacyjnej Politech- 
niki Łódzkiej. Według deklaracji, czystość radiochemiczna sprawdzona na drodze 
chromatografii cienkowarstwowej wykazała 99,8% substancji czynnej. Ze względu 
na trudną rozpuszczalność Bromienwinfosu w wodzie do badań używano roztwór 
o stężeniu 1X107* M w 0,1 M roztworze buforu fosforanowego o pH 7,4. 


3 Scyntylatory 


Scyntylator toluenowy zawierał w 1000 cm? 6 g 2,5-dwufenylooksazolu (PPO) 
i 0,075 g 1,4-dwu-(2,5-fenylooksazolilo)-benzenu (POPOP) w stopniu czystości do 
scyntylacji. 

Scyntylator dioksanowy zawierał w 1000 cm? 6 g naftalenu, 4 g PPO, 0,2 g 
POPOP, 100 cm’ metanolu i 20 cm? glikolu etylenowego w stopniu czystości do 
scyntylacji. 


4. Dializa wyrównawcza 


Zastosowano schemat układu dializacyjnego według Chojnowskiego (2). 
Doświadczenia. polegały na inkubowaniu 7 cm3 prób surowicy (szczura lub psa) 
w worku dializacyjnym zanurzonym w probówce z 7 cm3 buforowego roztworu 
Bromfenwinfosu w temp. 6°C przez 24 godz. 

W celu ustalenia potrzebnego czasu trwania dializy równolegle prowadzono pró- 
by kontrolne, w których do woreczka dializacyjnego zamiast surowicy dodawano 
7 cm? 0,1 M roztworu buforu fosforanowego o pH 7,4. Stwierdzono, że już po 24 godz. 
następuje wyrównanie stężeń badanego insektycydu na zewnątrz i wewnątrz wo- 
reczka dializacyjnego. Po upływie tego czasu 0,5 cm3 próbki Bromfenwinfosu w su- 
rowicy i w buforze poddawano analizie radiometrycznej. Stopień wiązania Brom- 
fenwinfosu z białkami wyrażony w procentach względnych wyliczano zakładając, że 
ilość płynów w woreczku dializacyjnym i probówce jest jednakowa i stosując na- 
stępujący wzór (9): 


AJ 
c wewnętrzne — c zewnętrzne 


SS= X10 
c całkowite 
gdzie: S — % związanego insektycydu; 

C wewnętrzne — stężenie insektycydu wewnątrz woreczka dializacyjnego; 

C zewnętrzne — Stężenie niezwiązanego insektycydu na zewnątrz woreczka dia- 
lizacyjnego; 

C całkowite — stężenie insektycydu w woreczku + stężenie insektycydu na 

zewnątrz woreczka dializacyjnego. 


5 Pomiary radiometryczne 


Zawartość “C w badanych próbkach oznaczano metodą płynnej scyntylacji. 
Układ liczenia składał się z urządzenia scyntylacyjnego USB-2 i przelicznika tran- 
zystorowego PT-67a firmy Polon. 

Wydajność pomiarów !!C dla każdej próby obliczano na podstawie standardu 
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wewnętrznego, którym był UC-n-heksadekan. Współczynnik korekcyjny obliczano 
według Kinnory i wsp. (5). Czas pomiarów prób wynosił 5 min. Dla każdej 
próby wykonywano 3 oddzielne pomiary i obliczano średnią przy różnicy + 3%. Wy- 
niki pomiarów podawano w imp./min. 

Próby 0,5 cm3 badanej surowicy z woreczka dializacyjnego i roztworu insekty- 
cydu w buforze, znajdującego się w probówce na zewnątrz woreczka, przenoszono 
do naczyniek scyntylacyjnych i dodawano po 2 cm? roztworu NCS (0,6 N roztwór 
wodorotlenku czwartorzędowej zasady amoniowej w toluenie). Po ostrożnym wy- 
mieszaniu wstawiano do cieplarki o temp. 50°C na okres aż do całkowitego rozpu- 
szczenia surowicy, a następnie zobojętniano lodowatym kwasem octowym w ilości 
0,07 cm’ i dodawano 10 cm? scyntylatora toluenowego. Próby po dokładnym wy- 
mieszaniu chłodzono w lodówce i oznaczano radioaktywność. Wyniki opracowano 
statystycznie w postaci średniej arytmetycznej z uwzględnieniem średniego błędu 
średniej (x + SX). 


6 Elektroforeza bibułowa 


Posługiwano się aparatem do elektroforezy bibułowej produkcji Pracowni Przy- 
rządów Fizycznych we Wrocławiu. W celu ustalenia, czy Bromfenwinfos wiąże się 
obok albuminy z innymi frakcjami surowicy szczurzej i psiej zastosowano, według 
Hutsona (4), metodę elektroforezy bibułowej w warunkach przy pH 8,6, opisa- 
nych przez Krawczyńskiego (6). Otrzymane elektroforegramy cięto wzdłuż 
i jedną połowę wybarwiano 0,02% roztworem czerni amidowej przez 2 godz. a na- 
stępnie zalewano kilkakrotnie odbarwiaczem (fenol + kwas octowy) do uzyska- 
nia bezbarwnych przestrzeni między frakcjami białkowymi. Drugą połowę paska 
cieto na 1 cm odcinki, które umieszczano w naczyńkach scyntylacyjnych i doda- 
wano 10 cm? scyntylatora dioksanowego. Po dokładnym wymieszaniu ochtadzano 
w lodówce przez 3 godz., a następnie oznaczano, jak wyżej, zawartość MC. 


WYNIKI BADAŃ 


Stopień wiązania Bromfenwinfosu z białkami surowicy szczura i psa 
in vitro przeprowadzono metodą dializy wyrównawczej i przedstawiono 
w tab. 1 i 2. Wyniki wyrażono w procentach radioaktywności związanej 
z białkiem przy stężeniu Bromfenwinfosu 1X 1074 M. 

Z aktywności właściwej Bromfenwinfosu, która wynosi 4,39 mC/g 
i stężenia białka w surowicy krwi szczura i psa obliczono bezwzględną 
ilość pestycydu związanego z 1 g białka (tab. 3). 

Ponadto przeprowadzono elektroforetyczny rozdział kompleksów biał- 
kowych z Bromfenwinfosem przy pH 8,6. Średnie wartości radioaktyw- 
ności poszczególnych frakcji z 6 doświadczeń przeprowadzonych z inku- 
bowaną z Bromfenwinfosem surowicą krwi szczura i psa ziłustrowano 
na ryc. li 2 łącznie z elektroforegramami. 
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Ryc. 1. Aktywność poszczególnych frakcji surowicy krwi szczura po 18-godzinnej 
elektroforezie kompleksu surowicy z Bromfenwinfosem, łącznie z elektroforegramem 
wywołanym czernią amidową 
Activity of the individual fractions of the rat serum, 18 hours after the electro- 
phoresis of the complex ot the serum with Bromfenwinfos, together with the 
electropherogram induced by amide błack 


Tab. 1. ilościowy bilans wiązania Bromfenwinfosu z białkami surowicy szczura 
Quantitative balance of binding ot Bromfenwinfos with rat serum proteins 


Aktywność 
całkowita Aktywność Aktywność Radioaktywność 
Bromfenwinfosu  niezwiązanego Bromfenwinfosu związana 
L.p. w badanym Bromfenwinfosu w surowicy z białkiem 
układzie (Czewnetrzne) (C wewnetrzne) (S) 
(Ccałkowite) imp./min. imp./min. % 
imp./min. 
T; 81 214 6084 75130 85,01 
2: 81 150 6254 74 896 84,58 
3. 81 212 5976 75 236 85,28 
4. 81 100 6152 74 948 84,82 
5: 81 285 5781 75 504 85,77 
6. 81 380 6295 75 085 84,52 
c 81 223 6090 75 133 84,99 
Sz 40,43 77,73 +89,62 +0,19 


nr a Ht A awk 
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Tab. 2. Ilościowy biians wiązania Bromfenwinfosu z białkami surowicy psa 
Quantitative balance of binding of Bromfenwinfos with dog serum proteins 


Aktywność 
całkowita 
Bromfenwinfosu 
L.p. w badanym 
układzie 


(Ccatkowite) 
imp./min. 


81 102 
81 262 
81 096 
81 004 
81 055 
81 200 


81 119 
Sx +40,10 
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Ryc. 2. Aktywność poszczególnych frakcji surowicy krwi 


Aktywność 
niezwiązanego 
Bromfenwinfosu 


(Czewnetrzne) 
imp./min. 


3171 
3021 
2508 
2230 
2803 
2907 


2773 
+143,01 


Aktywność 
Bromfenwinfosu 
w surowicy 


(C wewnetrzne) 
imp./min. 


77 931 
78 241 
78 588 
78 774 
78 252 
78 293 


78 346 
+120,60 


Radioaktywność 
związana 
z białkiem 
(S) 
% 


92,18 
92,56 
93,81 
94,40 
93,08 
92,83 


93,13 
+0,39 


psa po 18-godzinnej 


elektroforezie kompleksu surowicy z Bromfenwinfosem, łącznie z elektroforegra- 
mem wywołanym czernią amidową 
Activity of the individual fractions of the dog serum, 18 hours after the electro- 
phoresis of the complex of the serum with Bromfenwinfos, together with the electro- 
pherogram induced by amide black 
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Tab. 3. Zdolność wiązania (4C)-Bromfenwinfosu (110-4 M) z białkiem szczura i psa, 
określona metodą dializy wyrównawczej 
Ability of binding of (4C)-Bromfenwinfos with rat and dog proteins, determined by 
the dialysis equilibrium method 


oe Aktywność Aktywność PA 
Rodzaj EE Bromfenwinfosu Bromfenwinfosu aro OSE MM 
surowicy mg/ml na 1 ml surowicy na.l g białka na 1 g bialka 
8 w imp./min w imp./min. 8 
Szczura : 
n=6 42,3 138 086 3 264 444 1,88 
Psa 


n=6 40,3 151 246 3 753 002 2,17 


OMÓWIENIE WYNIKÓW BADAŃ 


Zastosowanie metody dializy wyrównawczej pozwoliło na ilościową 
ocenę stopnia wiązania radioaktywnego Bromfenwinfosu z białkami suro- 
wicy krwi szczura i psa. Otrzymane wyniki wskazują, że Bromfenwinfos 
wiąże się z białkami surowicy w dużym stopniu, u szczura w 84,99 
+0,19%, u psa w 93,13 +0,39%, przy czym bezwzględna ilość insektycy- 
du związana przez 1 g białek surowicy wynosi u szczura 1,88 uM, u psa 
2,17 uM (tab. 1—3). | 

Różnice w stopniu wiązania u szczura i psa spowodowane być mogą 
między innymi różnicą w procentowej zawartości albuminy we krwi tych 
zwierząt oraz różną zdolnością wiązania Bromfenwinfosu przez inne frak- 
cje białkowe. Rozdział elektroforetyczny kompleksów białkowych z in- 
sektycydem potwierdził, że istotnie Bromfenwinfos wiąże się w małym 
stopniu z albuminami, a głównie z pozostałymi frakcjami białkowymi 
tych różnogatunkowych surowic. 


I tak w obrazie elektroforetycznym przy pH 8,6 surowicy krwi szczu- 
ra, uprzednio inkubowanej z radioaktywnym Bromfenwinfosem, widoczny 
jest duży szczyt radioaktywności, odpowiadający y-globulinom. Pozostała 
radioaktywność występuje we frakcjach a- i az-globulinowych i we 
frakcji alouminowej (ryc. 1). W surowicy psa największa część radio- 
aktywności ujawnia się w dwóch pikach odpowiadających y- i f-globuli- 
nom (ryc. 2). Dane piśmiennictwa (11) wskazują, ze Bromfenwinfos ce- 
chuje się również dużą zdolnością wiążącą w stosunku do białek krwi 
ludzkiej, koziej i baraniej. Z przeglądu informacji dotyczących innych 
pestycydów fosforoorganicznych wynika, że Chlorfenwinfos, produkt 
firmy Shell, będący również enolofosforanem, wiąże się z frakcją lipo- 
proteidową osocza krwi i to znacznie silniej u psa niż u szczura (4). 

Na podstawie przedstawionych w niniejszej pracy wyników można 
wnioskować, że transport Bromfenwinfosu w organizmie szczura i psa za- 
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chodzi głównie poprzez tworzenie rozpuszczalnych kompleksów z biał- 
kami surowicy, a chwilowe zatrzymanie tego związku w krążącej krwi 
utrudnia jego dojście do mózgu i innych tkanek. Bezpośrednio zatrucie 
organizmu wywołuje ta część związku, która występuje we krwi w stanie 
wolnym. Należy oczekiwać, że w miarę wydalania Bromfenwinfosu 
z ustroju będzie następować stopniowe uwalnianie go z kompleksu biał- 
kowego. Zdolność i siła wiązania się Bromfenwinfosu z białkiem może 
mieć duży wpływ na rozwój i przebieg zatrucia. Może być także jednym 
z ważnych czynników decydujących o różnicy toksyczności tego związku 
dla szczura i psa (DL-50 dla szczura 63,5—83,7 mg/kg, dla psa 2730 mg/kg). 
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PE3IOME 


MccnexoBaHO CBA3bIBaHMe MHCeKTUUMAa BpomMcbeHBuHCpoca, MeueHioro HC c 6en- 
KaMM CbIBOPOTKM KPOBM KDbICJI K co6akn, HDUMEHARH YPABHKBAIOL(KA manns. Ko- 
AWIECTBEHHYIO OUCHKY CTEIEHM CBAJbIBAHMA NPOBEXEHO HO pPAAMOMETPMUECKOMY 
MEeTONY, NOJIBZYACE KMLĄIKUMU CUHMKHTKINIATOPAMU. BblIO o6Hapymexo, uro BpoMcbeH- 
BMHCDOC B OYEHb 3UHAUKTEJBHOŃ CTEIEHM NOABJIAETCH B CbIBOPOTKE KPOBM KDbICbi 
M COGaKM B BUNE GeJIKOBOTO COEHMHEHKA, COOTBETCTBEHHO 84,99 +0,19% u 93,13 +0,39%. 

Hytém 3JieKTpocpopeTiMieCKOTo pa3ĄeJeHMA KOMNJIEKCHbIX coenen Bpom- 
cbenBniicpoca c OelkaMu goKa3aHO, YTO MCCJIENYEMBIA MHCEKTKULMAN Óbi TIABHBIM 
o6pa30M CBA3bIBaH CbpakuUMAMKM TJIOGYNNHA. 
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SUMMARY 


Binding of an insecticide of Bromfenwinfos marked “C with rat and dog serum 
proteins was investigated by the dialysis equilibrium method. A quantitative evalua- 
tion of binding degree was performed by the radiometric method using liquid scintil- 
lators. Bromfenwinfos was found to occur, to a considerable degree, in the rat and 
dog sera in the form bound with proteins, 84.99 +0.19% and 93.13 +0.39%, respecti- 
vely. An electrophoretic separation of the protein complexes with Bromfenwinfos 
was performed and it was shown that the investigated insecticide was bound mainly 
by the globulin fractions. 


